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中文摘要 
生殖和发育功能障碍是当前严重影响人体健康的主要公共卫生问题之一。外
源因素如疾病、应激、化学物质作用于雌性生殖系统可以导致下丘脑-垂体-性腺
轴功能紊乱，卵巢周期改变，致使人群中自发性流产率、子代发育异常、生育力
下降等显著增加。近年来，环境雌激素（Environmental estrogens, EEs）的暴露被
认为是除了衰老、糖尿病和吸烟之外，影响女性生殖功能的最大风险因素。大量
研究报道了 EEs 进入体内后模拟雌激素作用，干扰内分泌系统，打破激素平衡，
破坏卵巢与子宫正常的生理活动，最终造成不良的生殖结果。然而，作为雌性生
殖过程中最基本的环节，EEs 是否会干扰到卵母细胞的减数分裂过程以及相关机
制还没有报道。本文以小鼠为模型，选择了两个具有代表性的 EEs：甲氧滴滴涕
和代锌锰森，探讨它们对卵母细胞的毒理学作用，并试图寻找相应的应对策略。 
甲氧滴滴涕是一种有机氯杀虫剂，在 20 世纪 70 年代滴滴涕被禁止使用后，
作为其替代品被广泛地应用于世界各地的病虫害防治领域。甲氧滴滴涕具有高雌
激素效应，通过抑制甾体激素合成途径中酶的活性使雄性激素合成受阻。在小鼠
实验中，已经有报道甲氧滴滴涕暴露会引起不规则的动情周期，降低孕酮水平并
影响后代发育。在本研究中，我们通过卵母细胞体外成熟（In vitro maturation, IVM）
模型，将小鼠卵母细胞置于含有甲氧滴滴涕的培养基中，考察其对小鼠卵母细胞
的毒性作用，我们发现甲氧滴滴涕能够降低小鼠卵母细胞的成熟能力，抑制第一
极体的排放。免疫荧光的结果显示，在甲氧滴滴涕条件下培养的小鼠卵母细胞，
纺锤体组装和染色体的中板排列出现了严重的异常，微管组织中心蛋白从两极处
掉落，纺锤体组装检验点蛋白 BubR1 和 Mad2 在中后期转换中保持激活状态。
此外，甲氧滴滴涕会影响小鼠卵母细胞内活性氧（Reactive oxygen species, ROS）
的水平，作为 ROS 标记的探针二氯荧光素-乙酰乙酸酯在甲氧滴滴涕条件下荧光
强度明显上升；此外，我们观察到以 ROS 为中介的细胞毒性作用在甲氧滴滴涕
处理的小鼠卵母细胞中均有发生，表现为 DNA 双链断裂和脂质过氧化的发生。
最后，我们还观察到在甲氧滴滴涕条件下培养的小鼠卵母细胞内，线粒体的分布
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会发生改变。总之，这些数据表明甲氧滴滴涕会降低小鼠卵母细胞的发育潜能，
这种细胞毒性作用是通过其打破小鼠卵母细胞中的氧化应激平衡而实现的。 
代森锰锌是一种锰/锌络合的亚乙基二硫代氨基甲酸盐，是农业中应用最广
泛使用的真菌抑制剂之一。代森锰锌在真菌内作用的靶标是线粒体，其能够干扰
ATP 的合成，和呼吸链中氨基酸中的巯基交联，引起代谢紊乱和凋亡发生，但
是代森锰锌的这种毒性作用不具有物种选择性，其富集于农作物进入其他生物体
后常常会诱发生殖毒性。以前的研究表明，代森锰锌暴露于雌性个体将导致不规
律的发情周期，孕酮水平降低，同窝幼崽数量减少并出现死胎的现象。在此次研
究中，我们试图用具有雌激素和抗凋亡效应的天然产物白藜芦醇缓解代森锰锌所
引起的雌性小鼠生殖毒性。我们将小鼠分成四组，分别为：阴性对照组、阳性对
照（代森锰锌）组，低浓度白藜芦醇组（100 mg/L）和高浓度白藜芦醇组（200 mg/L）。
四周后，我们通过后代仔鼠、母鼠卵巢和卵母细胞三个水平来评价各组雌鼠的生
殖情况。我们发现白藜芦醇可以减轻代森锰锌的不利影响，如所生小鼠数量和质
量下降，卵巢重量降低和成熟卵泡数量减少。此外，代森锰锌组小鼠的卵母细胞
在体外培养时，发育到原核和二细胞的比例明显下降，并且微丝系统出现异常，
这也在白藜芦醇缓解组中得到改善。我们进一步确认了代锌锰森可以从细胞凋亡
和表观遗传修饰两个方面影响小鼠卵母细胞，表现为 Annexin-V 阳性细胞比例增
加，ROS 水平上升，线粒体分布异常并发生去极化，H3K9 和 H3K27 相应位点
甲基化程度降低，而白藜芦醇在这些方面对代森锰锌所造成的细胞毒性均具有缓
解作用。 
 
 
关键词：甲氧滴滴涕；代森锰锌；白藜芦醇；卵母细胞；减数分裂；ROS；线粒
体；细胞凋亡；表观遗传修饰 
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Abstract 
Reproductive and developmental dysfunction is one of the major public health 
problems that seriously affect human health. Exogenous factors such as disease, stress 
and chemical substances interfere hypothalamus - pituitary - gonadal axis, leading 
altered ovarian cycle, decreased fertility, offspring dysplasia and spontaneous abortion. 
In recent years, exposure to environmental estrogens (EEs) is considered as a great 
risk factor affecting women's reproductive function, in addition to aging, diabetes and 
smoking. A large number of studies have reported that EEs interfere with the 
endocrine system, break the hormone balance, destroy ovarian and uterine normal 
physiological activities, and ultimately cause adverse reproductive results. However, 
as a basic part of the female reproductive process, whether EEs would disturb oocyte 
meiotic maturation and the related mechanisms have not been reported. In this paper, 
we selected methoxychlor and mancozeb as representative to study their effects on 
oocytes, also with an attempt to find the corresponding protective methods. 
Methoxychlor (MXC) is an organochlorine pesticide that has been widely used 
as a substitute for pesticide control in the world since the ban of DDT occurred in the 
1970s. Previous studies linked MXC exposure with hyperestrogenism and other 
reproductive disorders, which reflect its ability to suppress the activity of 
steroidogenic enzymes. In female mice, in utero developmental exposure to MXC 
through their mother led to irregular estrous cycles, decreased progesterone levels, 
reduced litter sizes, and more frequent delivery of dead fetuses. In this study, we used 
in vitro maturation (IVM) model to investigate the effect of MXC on oocyte meiosis. 
Our results showed that maturation rates of MXC-treated oocytes were lower than 
those of controls, which was due to abnormal spindle morphologies, dysfunctioned 
microtubule organized centers (MTOCs) and activated spindle assembly checkpoints 
BubR1 and Mad2. In addition, MXC increased the level of reactive oxygen species 
(ROS) in mouse oocytes, with the evidence of increased fluorescence intensity of 
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ROS-labeled probe 2’,7’- dichlorofluorescin diacetate. We also observed the 
ROS-mediated cytotoxicity occurs in MXC-treated mouse oocytes, such as DNA 
double-strand breaks and lipid peroxidation. Finally, we found the distribution of 
mitochondria was changed in mouse oocytes under MXC conditions. In conclusion, 
these data suggested that MXC reduces the developmental potential of mouse oocytes, 
and this was achieved by impairing cellular ROS metabolism. 
Mancozeb, a mixture of ethylene-bis-dithiocarbamate manganese and zinc salts, 
is one of the most widely used fungicides in agriculture. Mancozeb could lead to 
mitochondria dysfunction, cellular anti-oxidation enzymes depletion and apoptotic 
pathways activation. Previous studies indicated the exposure of mancozeb through 
mother would lead to irregular estrous cycles, decreased progesterone levels, reduced 
litter sizes, and more frequent delivery of dead fetuses. In this study, we attempt to  
relieve mancozeb-induced female reproductive toxicity with resveratrol, a natural 
product with estrogen and anti-apoptotic effects. We divided the mice into four groups: 
negative control group, positive control (mancozeb) group, low concentration of 
resveratrol (100 mg/L) group and high concentration of resveratrol (200 mg/L) group. 
After 4 weeks, we evaluated the reproductive behivors of each group with the status 
of offspring, ovaries and oocytes. Results showed that resveratrol could alleviate 
mancozeb’s adverse effects, such as declined fertility, decreased ovary weight and 
primary follicles. Besides, mancozeb treated oocytes displayed suboptimal 
developmental competence and this can also be improved by treatment of resveratrol. 
More detailed investigation of these processes revealed that mancozeb increased 
reactive oxygen species, causing cell apoptosis and abnormal epigenetic modifications, 
and resveratrol can block these cytotoxic changes. Collectively, our results showed 
that resveratrol can alleviate mancozeb induced infertility and this was mainly 
through the correction of apoptotic tendency and the abnormity of cellular epigenetic 
modification. 
 
Key words: Methoxychlor; mancozeb; resveratrol; oocyte; meiosis; ROS; 
mitochondia; apoptosis; epigenetic modifications
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1 
第一章 绪论 
1.1 引言 
1978 年，英国产科医生 Patrick Steptoe 和生理学家 Robert G. Edwards 在人类
史上第一次实现了在体外精子和卵子的结合，第一位试管婴儿 Louise Brown 就
此诞生[1]。此后的数十年间，生殖医学领域发生着突飞猛进的技术革命，卵母细
胞体外成熟（Oocyte in vitro maturation, IVM），卵母细胞体外受精（Oocyte in vitro 
fertilization, IVF），卵母细胞胞内单精子注射（Oocyte intracytoplasmic sperm 
injection, ICSI）和胚胎植入前遗传学诊断（Preimplantation genetic diagnosis, PGD）
不断出现。与自然繁殖一样，这些技术实现的前提是获得一个质量好，具有发育
潜力的卵母细胞，它不仅影响到单精子受精过程，同时还关系到后面的早期胚胎
存活，妊娠维持和胎儿发育。同时，对于体细胞核移植技术而言，作为细胞核的
受体，卵母细胞也应具有良好的接纳和恢复能力。所以，研究外源和内源物质对
卵母细胞的生理刺激并建立可靠的母细胞质量评价系统，对于完善以卵母细胞为
基础的生殖技术和不孕不育的治疗都是十分重要的。这里我们以小鼠卵母细胞为
主要研究模型，通过查阅文献，对减数分裂中的一些关键事件和其重要的影响因
素做一个综述报告，以期丰富卵母细胞质量评价体系。 
1.2 卵母细胞减数分裂概述 
对于绝大多数哺乳动物，有性生殖需要两个单倍体生殖细胞（精子和卵母细
胞）的融合，而高度分化的单倍体配子的形成需要经历一个漫长的减数分裂过程。
在卵母细胞中，这一过程又被称为“分裂成熟”，也就是卵母细胞在完成一次 DNA
复制的基础上进行两轮连续的不均等分裂[2]。实际上，哺乳动物出生前后，卵原
细胞已经停止了有丝分裂，成为初级卵母细胞并进入第一次减数分裂前期。这一
过程变化复杂，持续时间长，在不同物种中，可达数周、数月，有的甚至达数十
年之久[3]。在小鼠中，第一次减数分裂前期又细分为细线期、偶线期、粗线期、
双线期和终变期。细线期时，染色体已完成复制，但呈单条细线状，看不到配对
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的结构，细线的两端通过接触斑或核被膜相连接。到了偶线期，分别来自父本和
母本的同源染色体发生联会，二者紧密结合，通过 DNA 的片段交换产生遗传信
息新的变异；同时，DNA 上的染色质高度疏松，RNA 合成活跃，此时的卵母细
胞核在光镜下清晰可见，称为生发泡（Germinal vesicle, GV），所以这个时期的
卵母细胞又被称为生发泡期（GV stage）卵母细胞。初级卵母细胞将于很长一段
时期内停滞于这个阶段，并进行母源 mRNA 的转录。性成熟后，在垂体分泌的
黄体生成素（Luteinising hormone, LH）作用下，卵母细胞突破阻滞恢复减数分
裂进程，标志性事件就是核膜消失，在光学显微镜下也看不到生发泡的存在，此
时期被称为生发泡破裂期（Germinal vesicle breakdown, GVBD）。GVBD 后，染
色体呈紧密凝集状态，姐妹染色单体通过着丝粒连接在一起，微管蛋白通过
RanGTP 的作用下定位于染色体周围，在马达蛋白的作用下组装成为减数分裂纺
锤体[4, 5]。减数分裂纺锤体与有丝分裂纺锤体最大的不同，就是二者最初的建立
过程，因为在卵母细胞里中心体已经退化，这就要求减数分裂过程中要以一个独
特的方式实现纺锤体的建立，我们将在后文讨论这个问题。当减数分裂纺锤体建
立完成以后，星体微管的负极会与染色体的 2 个动粒连接相连接，驱使染色体
在纺锤体体中央整齐排列。同时，原本均匀分布于卵母细胞皮质的微丝系统发生
重构，并最终在皮质层形成一个帽状的微丝聚集体，细胞质中的微丝也呈环形流
动状态，在这二者的作用下，纺锤体与染色体移动至微丝聚集的皮质层下并与之
垂直定位[6, 7]。染色体排列于赤道板、双极纺锤体建立完成并迁移至皮质区域构
成了第一次减数分裂中期（Metaphase I, MI）的形态特征。 
分裂的细胞（包括卵母细胞在内）都进化出一套防止染色体过早分离的系统：
纺锤体组装检验点蛋白（Spindle assembly checkpoint, SAC）。这个家族中的成员，
包括 Mad1，Mad2，Bub1-3，BubR1 等分子会感知微管-动粒准确连接，只有当
染色体都排在赤道板中央时，它们才会激活后期起始因子（Anaphase promoting 
complex, APC）。APC 水解同源染色体之间的 cohesion 结构，在此基础上，通过
纺锤体的牵拉作用，同源染色体发生分离并向两极运动，此时卵母细胞便进入到
第一次减数分裂后期（Anaphase I, AI）[8, 9]。AI 期在整个减数分裂周期中持续的
时间非常短暂，一旦细胞感知染色体已经分离，微丝系统就会在纺锤体中体的位
置牵拉细胞皮质，形成收缩环，卵母细胞排出第一极体（Polar body 1, PB1）。 
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随后，卵母细胞开始进行第二次减数分裂，染色质同样会在第二次减数分裂
前期（Pro-Metaphase II, Pro-MII）凝集成为染色体，并在第二次减数分裂中期
（Metaphase II, MII）时整齐排列在赤道板上。而与 MI 期不同的是，此时纺锤体
并非与皮质垂直，而是平行于皮质定位。而没有外界刺激的卵母细胞，也不会向
后继续发育，直至受精或者孤雌激活。 
1.3 细胞骨架对细胞周期的时空调控 
无论在体内还是体外，卵母细胞发育的目的都是要形成一个成熟的有功能的
单倍体配子，这需要细胞完成第一次减数分裂并排出第一极体。成熟分裂过程中
细胞骨架（微管和微丝）的聚合和解聚以及这一动态过程在时间和空间上的精确
调控是确保这两次不均等分裂的关键。这其中，减数分裂纺锤体的正确组装决定
着染色体是否能够精准分离，而由微丝介导的纺锤体皮质下定位又直接控制分裂
沟的位置，进而决定细胞分裂的不对称性，我们在以下内容里着重阐述在哺乳动
物卵母细胞成熟分裂过程中细胞骨架的聚合和解聚以及这一动态过程在时间和
空间上对细胞周期的调控。 
1.3.1 减数分裂纺锤体的组装 
在进行有丝分裂的细胞中，微管组装形成纺锤体这一过程主要依赖细胞中的
两个中心粒。通过中心粒建立的纺锤体组装机制在绝大多数进行有丝分裂的细胞
中发挥作用，但是，同样存在一些细胞，它们可以通过另外一些非依赖中心粒的
机制来组装纺锤体微管，卵母细胞就是其中的典型代表。1972 年，Daniel Szollosi
和他的同事第一次使用电子显微镜观察缺乏中心粒的小鼠卵母细胞第一次减数
分裂恢复。他们发现了一种被称为“微管聚集体”的“小星体样”放射结构，研
究人员把它称之为是一种“类似中心粒卫星的电子致密丝状结构”[10]。随后，
Bernard Maro 在 1985 年发现：停滞在第二次减数分裂中期的小鼠卵母细胞，染
色体周围同样存在着结构类似的“微管聚集体”，由类似中心粒物质组成[11]，现
在人们更广义的把它们称之为微管组织中心（Microtubule organizing centers, 
MTOCs）。卵母细胞缺少中心粒，因此，它们必须使用替代的机制来组装微管，
而在这其中，MTOCs 和 RanGTP 通路则是最受认可的理论。 
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